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要旨 
歯石はリン酸カルシウム無機塩により構成されるプラークの石灰化物であり、歯石の存在
と歯周病の発症と進行には明確な関連性がある。しかしながら、歯石が直接的原因となり
得るかは明らかではない。歯石の形成過程においては、リン酸とカルシウムの初期沈着と
その再溶出によりナノサイズのリン酸カルシウムが生じると考えられる。本研究では、ヒ
ト歯肉上皮細胞に対するナノリン酸カルシウム結晶の影響を明確にするため、同細胞から
産生される CXC ケモカインであるインターロイキン(IL)-8 の発現を指標として検討した。
リアルタイム PCR 法と ELISA 法を用いて調べた結果、ナノサイズヒドロキシアパタイト 
(nano-HA)およびナノ--リン酸三カルシウム (nano-TCP)でヒト歯肉上皮細胞を刺激する
と遺伝子およびタンパク質レベルで IL-8発現が誘導された。直径が200 nmの粒子は40 nm
および 5 m のものと比較して最も効果的であったことから、IL-8 発現誘導の活性化は粒
径に依存していることが示唆された。BMS-345541 (NF-B 阻害剤）、PD98059 
(ERKl/2/MAP kinase 阻害剤）、SB203580 (p38/MAP kinase 阻害剤)および SP600125 
(c-Jun Ｎ terminal kinase/MAP kinase 阻害剤）などの各種シグナリング阻害剤を用いた
結果から、IL-8 誘導は MAP kinase 経路には依存せず、NF-B 依存性であることが明らか
となった。本研究で得られた知見は、歯石が細菌性プラークの堆積を助長する要因となる
だけでなく、歯肉上皮細胞を活性化することにより歯周組織の炎症病態形成に積極的に関
わっている可能性を示唆するものと考えられた。 
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１．諸言 
歯石は歯肉縁を基準に石灰化する位置によって分類され、歯肉から歯冠側に位置するもの
は歯肉縁上歯石、歯肉から根尖側に位置するものは歯肉縁下歯石と呼ばれる (1)そのいずれ
もが主にリン酸カルシウム・ミネラル塩から構成される石灰化したプラークであり、生化
学的組成は骨、象牙質あるいはセメント質と類似している (1)。また歯石を構成する主な結
晶体はヒドロキシアパタイト (HA）、リン酸二カルシウム (DCPD）、リン酸オクタカルシ
ウム (OCP）、および-リン酸三カルシウム (-TCP）、または whitlockite (WHT)であるこ
とが知られている(2)。歯石の形成過程において、歯肉溝浸出液(GCF）が歯肉縁下歯石の石
灰化に必要な無機物を供給し、一方、歯肉縁上歯石においては唾液がその役割を果たす。
歯石形成は、プラークへの OCP や DCDP などのリン酸カルシウムの前駆体の沈着により
開始され、さらにその成熟過程において徐々に加水分解を受けて HA、TCP または WHT
の無機物結晶へと転換されることが知られている(3)。 
歯石の存在と歯周炎の発症・進行の間には明確な関係があることが明らかにされている
(4-9)。しかし、歯石を歯周病の直接的な原因因子として捉えられるかというと、まず歯肉
縁下プラークの石灰化には GCF から供給されるミネラル成分が必要であるが、歯肉炎症の
進展により GCF 量が増大することから、歯肉炎・歯周炎の原因というよりもむしろその結
果である可能性が指摘されている (10)。また歯石の表面は多孔質かつ非石灰化状態で、常
に代謝の活発な細菌層で覆われていることから、プラークの堆積因子として、歯周病の進
行に関与するとの考え方も多い (1,11)。従って歯周病による炎症とその進行における歯石
の役割については、未だ明らかではないのが現状といえよう。 
OCP、HA、TCP と WHT などのリン酸カルシウム (BCP)の局所的な沈着が様々な組織
に起こり得ることが知られており、特に変形性関節症 (12)や心臓血管疾患 (13,14)において
はその病態形成に直接的に関与すると考えられている。直径が約 1 m 以下の BCP で単球-
マクロファージ を刺激すると、腫瘍壊死因子 (TNF)-、インターロイキン (IL)-l、ある
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いは IL-8 といった起炎性サイトカイン分泌を誘導することが報告されている（15,16）。そ
ればかりでなく、血管平滑筋細胞に対してはアポトーシスを誘導することも知られており 
(17)、これらの作用を通じて BCP は炎症病態の増悪に関与する。一方、リン酸カルシウム
の沈着が、1 mM の過剰濃度のリン酸塩 (Pi)または高リン酸塩血症 (約 1 mM の健康な人
と比較して 2 mM 以上のリン酸塩濃度と定義 (20)において誘発されることが証明されてい
る (18,19)。歯石形成過程におけるリン酸カルシウム結晶の粒径に関してはあまり知られて
いないが、唾液や歯肉溝浸出液中のカルシウムおよび Pi 濃度は血清と比較して高いため
(21-24)、 ナノあるいはマイクロサイズのリン酸カルシウム粒子が歯石形成の初期段階で形
成されると考えられる。また、リン酸カルシウム結晶からの微粒子としての再溶出(25)、さ
らには歯周治療としての歯石除去に際して歯周ポケット内に遊離される可能性も考えられ
る。 
歯肉上皮は解剖学的に歯石に最も近接しており、歯周組織における生体防御の第一線に
位置する。歯周病原性細菌と歯肉上皮細胞の間の相互作用は細胞活性化につながり、幅広
い範囲の炎症性サイトカインの発現を誘導する(26)。本研究では、ナノサイズリン酸カルシ
ウム結晶が歯肉上皮細胞に対して炎症反応を惹起する可能性を検討した。すなわち、ナノ
サイズリン酸カルシウムで刺激したヒト歯肉上皮細胞が核内因子-B (NF-B)シグナル経
路を介して好中球遊走因子である CXC ケモカイン、IL-8 の発現を遺伝子レベルとタンパク
レベルで誘導することを明らかにした。 
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2．材料及び方法 
2.1. 試薬 
Cycloheximide (CHX)、PD98059、SB203580、SP600125 および BMS345541 は
Calbiochem-Novabiochem Co. (La Jolla,CA)から購入した。ナノサイズの-tricalcium 
phosphate hydrate (nano-TCP) (φ＜200 nm) および hydroxyapatite-nanopowder 
(nano-HA) (φ＜200 nm、φ＜40nm) は Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) から購
入した。Micro sized-HA (φ＜5 m) は Sofsera corporation (東京,日本) から購入した。無
水塩化カルシウム (CaCl₂) および dimethyl sulfoxide (DMSO) は Wako Industries, Ltd 
(大阪,日本） から購入した。IL-1および TNF-は PeproTech Inc. (Rocky Hill, NJ, USA) 
から購入した。 
 
2.2. 細胞培養 
本研究開始に先立って、東北大学大学院歯学研究科倫理審査委員会の承認を得た。ヒト
歯肉上皮組織は東北大学病院においてインフォームドコンセントの得られた健康な患者 
(19～29 歳)から臨床的に炎症兆候のない第三大臼歯を抜去する際に得られた組織から分離
した (27)。すなわち、上皮組織は小片にしたものを 10%不活化 fetal bovine serum  (FBS) 
(Gibco BRL, Rockville, MD, USA)と抗生物質の入った -Minimum Essential Medium 
(MEM) (Gibco)で培養した。3 日後、培地を MCDB153 Medium (Sigma Chemical CO., St. 
Louis, MO, USA)に置換した。また MCDB153 Medium には以下の因子、すなわち 5 μg/ml 
insulin (Sigma)、0.5  g/ml hydorocortison (Sigma) 、10 g/ml transferrin (Sigma)、14.1 
g/ml phosphorylethanolamine (Sigma) 、10 ng/ml epidermal growth factor (Sigma)、40 
g/ml bovine pituitary extract (極東製薬工業株式会社, 東京, 日本) および抗生物質を添
加した。その後、細胞が 70 ％コンフルエントに達するまで毎日培地交換を行った。コンフ
ルエントに達した後、細胞は 0.25 ％ trypsin-0.1 %EDTA 処理を施し、ディッシュからは
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がして細胞を回収し継代を行い、2 代から 5 代のものを実験に供試した。ヒト歯肉上皮細胞
株 Ca9-22 は理研バイオリソースセンター (茨城, 日本)から購入し、10 % FBS、抗生物質
の入った-MEM で培養した。 
 
2.3. ナノ粒子と細胞外イオンによる上皮細胞刺激 
 ナノ粒子は 20 mg/ml 濃度で培地と懸濁し、数秒間超音波で分解した後、紫外線下で滅
菌処理を行った。ナノ粒子懸濁液は、6 穴マルチプレート上で 10 %  FBS を含む 2 ml の
培地中で培養した上皮細胞のコンフルエントな単一細胞層に添加することで細胞刺激を行
った。一方、細胞外 Ca²⁺または Pi により細胞刺激を行う場合には、各々CaCl₂または 1:5
比率の NaH₂PO₄と Na₂HPO₄の混合物 (pH7.4)を用いた。 
 
2.4. 逆転写および定量的 Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 培養終了後、全RNAを、RNeasy® (QIAGEN Inc., Austin, TX, USA)を用いて上皮細胞か
ら抽出し、Dnase (DNA-free™, Ambion Inc., Austin, TX, USA)処理を施した。なお抽出は
製品マニュアルに従い実施した。得られた全RNAはTranscriptor First Stand cDNA 
Synthesis Kit (Roche Diagnostic Co., Indianapolis, IN, USA)を用いてPCR増幅を行い、転
換されたcDNA 100ngを定量的RT-PCRに用いた。なおヒトIL-8とグリセルアルデヒド3-リ
ン酸塩デヒドロゲナーゼ (GAPDH)のプライマー配列は、以下の通りである。  
(forward/reverse) : 
IL-8 (5’-GGGCCAAGAGAAIATCCGA-3’/5’-CTAGGGTTGCCAGATTTAACAG-3’) 
GAPDH (5’-TGAACCATGAGAAGTATGACAACA-3’/5’-TCTTCTGGGTGGCAGTG-3’) 
 
Real-Time PCRの条件は、40サイクル、95/60、55/30、72/30 [温度 (℃) /時間 (秒) ]に設定
し、PCR産物は iQ SYBER Green Supermix® (Bio-Rad) を用いて最終濃度3 mM MgCl₂
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となるように試料を調製し、CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA)を用いて解析を行った。転写物の相対的な発現レベルは、
同一試料中のGAPDHの発現レベルを用いて標準化することにより調整した。 
 
2.5. [Ca²⁺]と[Pi]の測定 
 培養終了後に遠心分離を行って、培養上清を回収した。上清中のCa²⁺と無機Piの濃度は、
それぞれカルシウムE-テスト ワコー®とホスファC-テスト ワコー® (和光純薬工業株式
会社、大阪、日本)を用いてカルシウム標準液またはリン酸標準液から検量線を作成し、吸
光度は610nmまたは750nmで測定した。分析にはSoftMax Proデータ分析ソフトウエア 
(Molecular Devices, Menlo Park, CA)を用いた。 
 
2.6. 免疫蛍光抗体分析 
 サブコンフルエントになった単一細胞層は、poly-L-lysine-coated glass bottom dish (松
浪硝子工業、大阪、日本)の上で15分間2 %パラホルムアルデヒドにより固定し、細胞膜を
浸透させるために0.25 % Triton X-100 (PBS-T)を含んだリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)で10
分間処理した。さらに非特異的結合を妨ぐために1 % (w/v)ウシ血清アルブミン (Sigma)を
含むPBS-Tで30分間ブロッキングした。その後、細胞を一次抗体としてrabbit anti-NF-B 
p-65 monoclonal antibody (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA)を用いて希釈濃
度1:800で1時間反応させた。次に1:1000で希釈した Alexa Fluor® 488 conjugated-goat 
anti-rabbit secondary antibody (Invitrogen Corp.,Carlsbad,CA)と1時間反応させた後、核
を染色するために4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Invitrogen)で1分間処理した。
NF-B p-65染色は免疫蛍光顕微鏡を用いて評価した。すべての手順は、室温で行なった。 
 
2.7. ウエスタンブロット分析 
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 コンフルエントになった単一細胞層は、Cell Lysis Buffer® (Cell Signaling)を用いて、製
品マニュアルに従い溶解した。細胞溶解物は SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行っ
た後、semi-dry transblot system (ATTO, Tokyo, Japan)を用いて polyvinylidene difluoride 
membrane (ATTO)に転写した。ブロットしたメンブレンは 0.5％ (v/v) Tween20 含有 PBS
を用いて室温で 1 時間ブロッキングを行い、直ちに 1:1000 に希釈した rabbit 
anti-phospholylated extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2、anti-ERK1/2、
anti-phospholylated p38、anti-p38、anti-phospholylated c-Jun N-terminal kinase (JNK) 、
あるいは anti-JNK (Cell signaling Technology) を室温で 1 時間反応させた。引き続き、希
釈濃度 1:2000 の horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG (Cell signaling 
Technology)を用いて室温で 1 時間処理した後、Western blotting detection reagent ECL 
Plus® (Amersham Pharmacia Biotech Ink., Piscataway, NJ, USA)で化学発光させた。各
試料から得られた発光シグナルは Iuminescent Image analyzer Chemidoc XRS Plus™ 
(Bio-Rad)を用いて分析した。発現強度は NIH Image software を用いたデンシトメトリー
スキャンを行うことで定量化した。 
 
2.8. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)による IL-8 の濃度測定 
培養終了後、遠心分離を行うことにより回収した上清は、測定に供試するまで-20℃で保
存した。培養上清中に産生されたIL-8量を human IL-8 ELISA Kit (Thermo Scientific Inc., 
Rockford, USA)を用いて測定した。吸光度は550nmで行った。分析にはSoftMax Proデー
タ分析ソフトウエア (Molecular Devices, Menlo Park, CA)を用いた。 
 
2.9. 統計分析 
 結果の再現性を確かめるために、全ての実験は 3 回以上繰り返して行い、その代表的な
結果を論文中に示した。また測定値は、それぞれの平均値と標準偏差 (standard deviation ; 
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SD)を算出して表した。各々の実験条件で刺激した試料と対照試料との間の有意差検定は 
one-way ANOVA 法により行い、危険率 (P) ＜0.05 の場合を有意差ありとした。 
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3．結果 
3.1 ヒト歯肉上皮細胞はナノサイズリン酸カルシウム刺激で IL-8 遺伝子を発現する 
 コンフルエントとなったヒト歯肉上皮細胞を、150 g/ml の nano-HA(φ200 nm)を用い
て図１に示した時間条件で各々刺激を行い、リアルタイム PCR 法を用いて IL-8 遺伝子発
現レベルを評価した。なお実験に際しては、直径 1 m 前後の粒子により炎症反応が惹起さ
れることが報告されているので、それに近い市販品として直径 200 nm の HA を用いた。
また、ポジティブコントロールとして同じ細胞を IL-1刺激したものを用いた(27)。図 lA
に示したように、IL-1刺激の場合と同様に nano-HA を培養中に添加すると刺激後 24 時間
をピークとして、歯肉上皮細胞に IL-8 mRNA 発現が誘導された。しかし nano-HA 刺激で
誘導された発現レベルは、IL-1刺激の場合と比較して明らかに低いものであった。
nano-HA あるいは IL-1刺激のいずれの場合においても、刺激後 48 時間目の IL-8 mRNA
発現レベルはコントロールと比較して有意に高いものであった。2 人の異なるドナーから得
た歯肉上皮細胞においても再現性のある結果が得られた（データ示さず）。次に、同様の反
応が nano-HA だけでなく、化学組成で nano-TCP においても観察されるかどうかを、安定
した条件下で実験を行うためにヒト歯肉上皮細胞株 Ca9-22 を用いて調べた。TCP は
nano-HA より低い Ca/Pi 比率を持ち(25)、歯石の構成比率では HA より高いことが知られ
ている(2)。図 lB に示したように、150 g/ml の nano-TCP を用いて Ca9-22 細胞を刺激す
ると、nano-HA 刺激の場合と同様に、刺激後 24 時間をピークとした IL-8 mRNA 発現が誘
導され、48 時間以上維持されることが明らかとなった。さらに用量‐反応試験(図 lC)を実
施したところ、nano-TCP 刺激による IL-8 mRNA 発現の有意な上昇は 20 g/ml 濃度の場
合から認められ、濃度依存的に増加することが明らかとなった。150 g/ml 濃度とした場合
には、その発現レベルはコントロールと比較して約 9 倍に達するものであった。歯肉上皮
細胞における IL-8 遺伝子発現の増加がタンパク合成を伴うものであるかを調べるため
ELISA 法を用いて解析した (図 1D)。150 g/ml の nano-TCP 刺激により培養上清中に産
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生された IL-8 タンパク量は、刺激後 24 時間、48 時間のいずれの場合でも有意に増加して
いた。タンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミドを用いて細胞を前処理すると、IL-8 
mRNA レベルの増加が阻害されたことから、nano-TCP による IL-8 産生の誘導には新生タ
ンパク質の合成が必要であることが示唆された (図 lE)。次に、Ca9-22 を用いて IL-8 遺伝
子の発現誘導に粒径が影響しているかどうかについて調べた。幅広い範囲の直径を有する
リン酸カルシウムは HA のみが市販品で利用可能であったので、直径 40 nm、200 nm およ
び 5 m の HA 粒子を実験に用いた。図 1F に示したように、直径 40 nm の HA によって
有意な IL-8 発現が誘発されるが、直径 200 nm の HA は、直径 40 nm の 2 倍の発現誘導を
示した。マイクロサイズの HA はわずかにであるが有意な IL-8 発現を誘発した。このこと
から、粒子の直径が歯肉上皮細胞において炎症性の反応に影響を及ぼすことが示唆された。 
 
3.2 nano--TCPによって誘導されるIL-8発現は、細胞外Ca²⁺および細胞外Piに起因しない 
 当教室では、細胞外Ca²⁺ (29,30)と細胞外Pi (31)がそれぞれ細胞シグナリングのための一
次メッセンジャー分子として機能することを以前報告した。そこでnano-TCP によるIL-8
発現誘導が細胞外Ca²⁺またはPiに起因する可能性について検討した。nano-TCP存在下もし
くは非存在下での培養上清中のCa²⁺とPiの濃度を測定したところ、図2A、Bに示すように
48時間を過ぎてもCa²⁺とPiの濃度に有意差はなく、新鮮な培地のそれと変わらなかった。
次に、外因性に添加したCa²⁺とPiによって、Ca9-22のIL-8遺伝子発現が誘導されるかどう
かを検討した。図2Cに示したように、nano-TCPは時間依存性にIL-8 mRNA発現を誘導す
るが、10 mMのCaC1₂あるいは3 mMのPiのいずれを添加して培養してもIL-8 mRNA発現
量の増加はみられなかった。これらの結果を合わせて考えると、IL-8発現の上昇は細胞外
Ca²⁺または細胞外Piによるものではなく、リン酸カルシウム粒子自体の直接作用に起因す
るものであることが示唆された。 
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3.3 nano-TCPにより誘導されるIL-8発現はNF-kBシグナル経路依存的であるがMAPキナ
ーゼシグナル経路には依存しない 
 IL-8遺伝子発現の調節は、分裂促進因子活性化タンパク質 (MAP)キナーゼ・シグナリン
グのみならずNF-Bシグナリングを介して制御されることが知られているため(28,32)、歯
肉上皮細胞のnano-TCP刺激によるIL-8 mRNA発現誘導において、これらのシグナリング
経路が関与する可能性を検討した。上皮細胞をTNF-刺激するとNF-BとMAPキナーゼ経
路の活性化を介してIL-8産生が誘導されることが報告されているため(33)、TNF-をポジテ
ィブコントロールとして用いた。免疫蛍光抗体法によってNF-B p65の核内移動を分析し
たところ、nano-TCP刺激60分でTNF-α刺激と同様にNF-B p65の核内移動が観察された
（図3A）。しかし無刺激のコントロールでは観察されなかった。このことからnano-TCP
がNF-Bシグナリング経路を活性化することを示唆している。次にnano-TCPによるIL-8発
現誘導にNF-Bが関与しているかどうかを調べるために、その阻害剤であるBMS-345541
で前処理した細胞を150g/mlのnano-TCPまたは10 ng/mlのTNF-で48時間刺激し、IL-8 
mRNA発現レベルを解析した。その結果図3BとCに示したように、BMS345541前処理によ
って用量依存的にIL-8遺伝子発現の誘導が阻害された。この結果は、IL-8発現誘導には
NF-Bシグナル経路が必要であることを示唆すると考える。次にMAPキナーゼが
nano-TCP刺激によりリン酸化される可能性を検討するために、細胞をnano-TCPで30分間
刺激した後Western blot法で解析した。結果を図4AおよびBに示すが、まずTNF-刺激に
よってERKl/2、p38とJNKのリン酸化が誘導された。それに対して、nano-TCP刺激は
ERKl/2とp38のリン酸化を誘導したが、JNKのリン酸化は誘導しなかった。IL-8 遺伝子発
現におけるMAPキナーゼシグナル経路の関与の可能性を検討するため、PD98059（ERKl/2
阻害剤）、SB203580（p38阻害剤）、またはSP60012548（JNK阻害剤）の存在下で細胞
をnano-TCPで刺激して、IL-8 mRNA発現レベルを検討した。図4CおよびDに示したよう
に、nano-TCPを介したIL-8発現誘導はMAPキナーゼ阻害剤存在下では有意な抑制がみられ
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なかった。一方、TNF- を介したIL-8発現誘導はSB203580、SP600125の存在により有意
な抑制を認めた。以上の結果から、nano-TCPはp38およびEKl/2のリン酸化を誘導するも
のの、MAPキナーゼシグナル経路非依存的にIL-8発現を誘導することが示唆された。 
 
3.4 nano--TCPとTNF-は相加的にCa9-22におけるIL-8遺伝子発現を誘導する 
 nano-TCPとTNF-が異なるシグナル経路を用いてIL-8の発現を誘導している可能性が
示されたため、IL-8遺伝子発現誘導に両者の組合せが相乗的あるいは相加的作用を生じるか
否かを検討した。図3、4に示したように、10 ng/ml濃度のTNF-刺激はnano-TCPと比較し
て6～10倍以上高いIL-8発現を誘導するため、刺激に用いるTNF-濃度を調整することとし
た。すなわち、ごくわずかな発現を誘導可能な濃度として1 ng/ml、そしてnano-TCP刺激
時と同等レベルのmRNA発現を誘導する濃度として3 ng/mlのTNF-を用いて刺激を行っ
た。図5に結果を示すが、いずれの濃度のTNF-およびnano-TCPの組合せにおいても、IL-8 
mRNA発現は相加的に誘導されることが明らかとなった。 
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4．考察 
 本研究は、歯肉上皮細胞とナノサイズまたはマイクロサイズのリン酸カルシウム粒子の
相互作用を解析した最初の報告であり、nano-TCPが歯肉上皮細胞に対して直接的に作用を
及ぼし、濃度および時間依存的にIL-8発現を有意に増加させることを明らかにした。さらに
IL-8発現は、NF-B経路を介して遺伝子のみならずタンパクレベルで誘導されるものであ
ったが、ERKl/2、JNKおよびp38 からなるMAPキナーゼ経路を介するものではなかった。 
上皮細胞は感染症に対する最初の生体防御ラインを構築しており、歯周病関連細菌が歯
肉上皮細胞に作用することで、細胞の活性化と炎症性サイトカイン産生が誘導されること
はよく知られている。CXCケモカインの一つであるIL-8は、CXCリガンド8とも呼ばれ
TNF-やIL-1などの炎症性サイトカインのみならず、細菌やウィルスの産物または細胞ス
トレスに応じて産生される (32)。歯周組織におけるIL-8の発現の増加や好中球浸潤の増加
は、歯周炎の発症・進展と相関することが明らかにされている (34-36)。本研究において、
NF-Bシグナルが、歯肉上皮細胞のnano-TCPおよびTNF-刺激で誘導されるIL-8遺伝子発
現に必須であることが明らかとなった。この結果は、IL-8プロモーターがNF-B結合部位
を含むこと(28)、さらにNF-Bの活性化が歯肉上皮細胞を含む多くの種類の細胞において、
IL-8遺伝子の活性化のために不可欠であるという以前の報告(26,28,32)と一致している。
IL-8プロモーターは、NF-B 以外にActivating protein-1 (AP-1)結合部位も含んでいる 
(28,32)。AP-1はc-Jun、c-Fosファミリーから構成される転写因子であり (37)、その転写活
性はERKとJNKのシグナル経路を介して制御されるが、活性化に際してこれらの分子がリ
ン酸化されることが知られている (37)。IL-8発現誘導において、AP-1はNF-Bとは異なり
必須ではなく、最大レベルの遺伝子発現のために必要と考えられている (32)。本研究にお
いて、MAPK阻害剤は歯肉上皮細胞においてTNF-により誘導されたIL-8発現を抑制した
が、nano-TCPにより誘導されたIL-8遺伝子発現は抑制しなかった。このことから、AP-1
がnano-TCPによって誘導されるIL-8発現に関与している可能性は低いと考えられる。さら
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に図6で示したようにnano-TCPはJNKのリン酸化を誘導せず、またTNF-と比較してERK
のリン酸化誘導は弱いこと、さらにTNF-はTCPと比較してIL-8の発現をより強く誘導し
たこと（図４・５）からも、同じくAP-1の関与の可能性は低いと考えられる。 
微小粒子の粒径が細胞レベルでの炎症反応 (38)やアポトーシス (39)に影響を及ぼすこ
とが報告されている。例えば1-2 m以下のリン酸カルシウム結晶は、マクロファージから
TNF-放出させてヒト血管平滑筋細胞の細胞死の誘因となる可能性が報告されている (38)。
しかしながら、同じリン酸カルシウム結晶でも直径20 mを超えるものの大部分は上述のよ
うな作用を示さなかった(17)。直径5 m以上のポリメチルメタクリレート粒子がヒトマク
ロファージによってほとんどファゴサイトーシスされないという結果(40)に示されるよう
に、大きな粒子においては細胞のファゴサイトーシス自体が低下することが原因である可
能性が考えられる。その一方、高い表面積対体積率を有するナノサイズの粒子はマイクロ
サイズの粒子と比較して生物学的反応をより強力に誘導することも知られている (39,41)。
併せて考えると、これらの報告は、マイクロサイズのリン酸カルシウムはナノサイズのも
のと比較して、歯肉上皮細胞からのIL-8産生にごくわずかな影響しか及ぼさなかったという
本研究結果を支持するものである。しかし、本研究では直径200 nmのHAは、直径40 nmの
HAより高いIL-8発現誘導を示すことが明らかとなった。このことは、HA粒径による反応
の違いは、遺伝子や細胞の種類に依存していることを示唆するものである。 
リン酸カルシウムはその溶解性により、細胞外微小環境にCa²⁺ とPiを持続性に遊離する
可能性が考えられる (25)。さらにナノサイズのリン酸カルシウムは、エンドサイトーシス
によって内包化されて (18)、リソソームの中で溶解を受けることにより細胞質中でカルシ
ウムバーストを引き起こす可能性が報告されている (17)。従って、それらが再度細胞外に
放出されることによって、周囲の細胞に高濃度のCa²⁺ とPiを供給することも考えられる。
これまでのいくつかの研究において、細胞外Ca²⁺ とPiが一次メッセンジャー分子として働
き、様々な遺伝子発現を調節することが報告されている (29-31,42,43)。しかし本研究にお
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いては、培養上清のCa²⁺ とPiの濃度は48時間不変であり、外因的にCa²⁺ とPiをヒト上皮細
胞培養に添加してもIL-8の遺伝子発現レベルには影響を及ぼさなかった。これらの結果から、
nano-TCPは、細胞外微小環境におけるCa²⁺ やPi濃度を増加させる供給源としてではなく、
むしろナノ粒子自体として細胞に作用していることが示唆された。本研究の知見は、高リ
ン血症において遊離Piではなく沈着したリン酸カルシウム・ナノクリスタルがマウス平滑筋
細胞にシグナルを伝達するという最近の報告(18) と一致するものと考えられる。 
以上をまとめると、本研究においてnano-TCPがヒト歯肉上皮細胞においてMAPキナー
ゼ経路非依存的に、NF-Bシグナルを介してIL-8産生を誘導することを明らかにした。こ
の結果は、歯石がプラークの蓄積因子としての働きをするだけでなく、歯肉上皮の炎症病
態形成に直接的な原因となりうることを示唆するものである。 
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図の説明 
 
図 1 ナノサイズのリン酸カルシウム刺激はヒト歯肉上皮細胞において遺伝子およびタン
パクレベルで IL-8 発現を誘導する 
(A）：コンフルエントになったヒトプライマリー上皮細胞は nano-HA と 1 g/ml の IL-1
の刺激を行い、各図に示した時間培養を行った。(B)：コンフルエントになった Ca9-22 を
nano-HA および nano-TCP 刺激を行い、所定の時間培養した。(C)：コンフルエントになっ
た Ca9-22 は所定濃度の nano-TCP 刺激を行って 48 時間培養した。(D)：コンフルエント
になった Ca9-22 は nano-TCP 刺激を行い、所定の時間培養した。(E)：コンフルエントに
なった Ca9-22 は、培養開始 45 分前から 10 g/ml の CHX により前処理を行い、その後
nano-TCPで48時間刺激した。(F)：コンフルエントになったCa9-22は、直径40nm、200nm、
および 5m の HA で刺激を行い 48 時間培養を行った。コントロールを含むすべてのサン
プルの細胞培養液中に最終濃度が 0.1 % (v/v)の DMSO が含まれるよう調整した。(A-C, 
E および F)：Total cellular RNA を抽出し、転写物を Real-time PCR により分析した。(D)：
培養上清中の IL-8 量を ELISA により分析した。なお同様の実験を triplicate assay にて 3
回繰り返して行い、その代表的なデータを平均値±標準偏差として示した。*：各々のコン
トロールに対して統計学的有意差あり (P<0.05)。 
 
図 2 nano--TCP によって誘導される IL-8 発現は、細胞外 Ca²⁺および細胞外 Pi に起因し
ない 
(A ,B)：コンフルエントになった Ca9-22 は 150 g/ml の nano-TCP 刺激により図に示され
た時間培養した。培養上清中の Ca²⁺と Pi の濃度は、材料および方法に記載された通りに測
定した。同様の実験を triplicate assay にて 3 回繰り返して行い、その代表的なデータを平
均値±標準偏差として示した。 (ns：それぞれのコントロールと統計学的有意差はないこと
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を示す)。(C)：コンフルエントになった Ca9-22 は 150 g/ml の nano-TCP、10 mM の CaCl
₂、3 mM の Pi (NaH₂PO₄と Na₂HPO₄の混合物、pH7.4) によりそれぞれ刺激され、図に
示した時間培養した。Total cellular RNA を抽出し、転写物は Real-time PCR により分析
した。同様の実験を triplicate assay にて 3 回繰り返して行い、その代表的なデータを平均
値±標準偏差として示した。統計学的有意差あり (*：P<0.05、それぞれのコントロールと
有意差があることを示す)。 
 
図 3 Nano-TCP による IL-8 発現は NF-B 経路に依存する 
(A)：コンフルエントになったCa9-22は 150 g/ml の nano-TCP または 10 ng/ml の TNF-
により分間刺激した。NF-B p65 の核内移動は材料及び方法で記載した通りに免疫染色 
(緑色)で検出した。矢印は p65 の核移動を示している。細胞核は DAPI 染色 (青色)によっ
て視覚化した(倍率：×400)。(B と C)：コンフルエントになった Ca9-22 は 150 g/ml の
nano-TCP または 10 ng/ml の TNF-により 48 時間刺激する 30 分前に BMS345541 によ
り前処理した。コントロールを含むすべてのサンプルの細胞培養液中に最終濃度が 0.1 % 
(v/v)の DMSO が含まれるよう調整した。Total cellular RNA を抽出し、転写物は Real-time 
PCR により分析した。同様の実験を triplicate assay にて 3 回繰り返して行い、その代表
的なデータを平均値±標準偏差として示した。統計学的有意差あり (*：P<0.05、それぞれ
のコントロールと有意差があることを示す)。 
 
図 4 nano-TCP による IL-8 発現は MAP キナーゼ経路に依存しない 
(A)：コンフルエントになったCa9-22は 150 g/ml の nano-TCP または 10 ng/ml の TNF-
により分間刺激した。細胞溶解物を p44/42 ERK1/2 (Thr202/Tyr204)、phospho-specific 
p38 MAPK (Thr180/Tyr182)、および JNK (Thr183/Tyr185)抗体を用いてウエスタンブロ
ット法により分析した。抗 p44/42 ERK1/2 抗体、抗 total p38 MAPK 抗体、そして抗 JNK
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抗体はコントロールとして使用した (Molecular mass, ERK1: 42-kDa, ERK2: 44-kDa, 
p38: 43-kDa, JNK-1: 46kDa, JNK-2: 54-kDa)。独立した 3 回の実験の代表データを示す。
(B):リン酸化 ERK1、p38、および JNK1 の発現レベルはデンシトメトリースキャニングで
定量化した。リン酸化 ERK1、p38、および JNK1 の発現レベルの比較はそれぞれ ERK1、
p38、および JNK1 の発現レベルと比較した。(C と D)：コンフルエントになった Ca9-22
は 150 g/ml の nano-TCP または 10 ng/ml の TNF-により 48 時間刺激する 30 分前に
20の SB203580、PD98059、または SP600125 により前処理した。コントロールを含む
すべてのサンプルの細胞培養液中に最終濃度が 0.1 % (v/v)のDMSOが含まれるよう調整し
た。Total cellular RNA を抽出し、転写物は Real-time PCR により分析した。同様の実験
を triplicate assay にて 3 回繰り返して行い、その代表的なデータを平均値±標準偏差とし
て示した。統計学的有意差あり (*、P<0.05、それぞれのコントロールと有意差がある)。 
 
図 5 nano-TCP と TNF-は Ca9-22 の IL-8 遺伝子発現誘導に対して相加的に作用する 
コンフルエントになった Ca9-22 は 150 g/ml の nano-TCP と図に示した濃度の TNF-に
より 48 時間培養した。Total cellular RNA を抽出し、転写物は Real-time PCR により分析
した。同様の実験を triplicate assay にて 3 回繰り返して行い、その代表的なデータを平均
値±標準偏差として示した。統計学的有意差あり (*、P<0.05、それぞれのコントロールと
有意差がある)。 
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